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засухоустойчивость. Поэтому при селекции на короткостебельность наиболее 

ценным является исходный материал, который помимо генетически 

обусловленной низкой высоты растений имеет ряд других селекционно-ценных 

положительных признаков. Проведенный анализ показал наличие слабой 

положительной зависимости между урожайностью зерна образцов и высотой 

растений в 2019 и 2020 гг. (r = 0,28 и r = 0,16) и наличие средней 

положительной зависимости в 2021 г. (r = 0,42) при критическом значении 

коэффициентов r005 = 0,113, r001 = 0,148. То есть наиболее высокорослые 

сортообразцы пшеницы потенциально имели большую урожайность зерна. 

Причем, чем более засушливыми были условия вегетации, тем сильнее 

прослеживалась данная связь. Слабая положительная связь в 2020 г. была 

отмечена между продолжительностью периода всходы-колошение и высотой 

растений (r = 0,19).  

Выводы. Таким образом, в результате исследований 2019-2021 гг. было 

выделено 15 генетических источников короткостебельности с высотой 

растений 40-62 см. Данные образцы являются ценным материалом для 

проведения селекционных скрещиваний для корректировки высоты растений. 
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Введение. Тетрациклины, представляют собой семейство антибиотиков, 

широкого спектра действия, проявляющими активность в отношении широкого 

спектра грамположительных и грамотрицательных бактерий. Применяются для 

лечения инфекций домашней птицы, крупного рогатого скота, овец и свиней. 

Используются в аквакультуре для борьбы с инфекциями у лосося, сома и 

омаров. Их также распыляют на фруктовые деревья и другие растения для 

лечения заражения Erwinia amylovara, вводят в пальмы для лечения 

микоплазменных инфекций и используют для борьбы с заражением семян 

Xanthomonas campestis (черная гниль). Они также находят применение в 

лечении насекомых, имеющих коммерческую ценность; например, 

окситетрациклин используется для лечения гнильца медоносных пчел, который 

вызывается либо Bacillus, либо Streptococcus pluton [1 ]. 

Устойчивость к тетрациклинам часто связана с приобретением новых 

генов, которые кодируют энергозависимый отток из клетки или белок, 

защищающий бактериальные рибосомы от действия тетрациклинов. 

Большинство генов tet у бактерий связаны с мобильными плазмидами, 

транспозонами, конъюгативными транспозонами и интегронами (генными 

кассетами). Ген tetA кодирует белок, осуществляющий выведение (эффлюкс) 

тетрациклинов из бактериальной клетки путем активного транспорта. Данный 

механизм резистентности к тетрациклинам широко распространен среди 

энтеробактерий, выделяемых от животных, птиц и из пищевых продуктов. 

Гены tetM и tetO кодируют белки, взаимодействующие с 23S рибосомальной 

РНК и препятствующие связыванию тетрациклинов с рибосомой. Данный 

механизм резистентности к тетрациклинам («защита мишени») распространен 

как среди грамотрицательных, так и грамположительных бактерий. 

Локализация tetM и tetА на мобильных генетических элементах способствует их 
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горизонтальному переносу между микроорганизмами, в том числе 

таксономически и экологически отдаленными. 

Целью настоящего исследования являлась разработка набора 

олигонуклеотидных праймеров и зондов для ПЦР в реальном времени, 

используемой для выявления фрагментов генов устойчивости к тетрациклинам 

tetA, tetM и tetO из образцов продовольственного сырья, пищевых продуктов, от 

животных (фекалии) и на объектах их содержания. 

Материалы и методы. Для выбора праймеров и оценки качества 

выбранных праймеров использовали онлайн-ресурс «PrimerQuest Tool» (IDT) 

[PrimerQuest Tool (IDT), URL: https://eu.idtdna.com/Primerquest/Home/Index], 

PCR Primer Stats [PCR Primer Stats, URL: 

http://www.bioinformatics.org/sms2/pcr_primer_stats.html (дата обращения 

01.12.2021)], Oligo Analysis Tool [Oligo Analysis Tool, URL: 

https://eurofinsgenomics.eu/en/ecom/tools/oligo-analysis.aspx (дата обращения 

01.12.2021)]. Специфичность праймеров оценивали при помощи онлайн-

ресурса «Primer-Blast», расположенном на сайте NCBI [Ye J. et al. Primer-

BLAST: a tool to design target-specific primers for polymerase chain reaction //BMC 

bioinformatics. – 2012. – Т. 13. – №. 1. – С. 134.]. Для множественного 

выравнивания последовательностей использовали программу Ugene 

[Okonechnikov K. et al. Unipro UGENE: a unified bioinformatics toolkit 

//Bioinformatics. – 2012. – Т. 28. – №. 8. – С. 1166-1167]. и алгоритм Clustal 

omega [Sievers F., Higgins D. G. Clustal omega //Current protocols in 

bioinformatics. – 2014. – Т. 48. – №. 1. – С. 3.13. 1-3.13. 16.]. Выделение ДНК из 

образца, осуществляли с помощью наборов реагентов «АмплиПрайм ДНК-

сорб-В» (ФБУН ЦНИИЭ), «PureLink Genomic DNA» (Invitrogen), «QIAamp 

DNA Mini Kit» (Qiagen) в соответствии с инструкцией производителя. 

Результаты исследований. Для выбора генов-мишеней при разработке 

методики были проанализированы литературные данные о встречаемости генов 

группы tet в бактериях ветеринарного и медицинского происхождения. Кроме 

того, учитывались результаты собственных исследований (полногеномное 

секвенирование изолятов) в рамках ветеринарного мониторинга 

антибиотикорезистености в РФ.  

Последовательности и характеристики, выбранных праймеров и зондов 

для детекции генов tetA, tetM, tetO и множественное выравнивание фрагментов 

гена из различных баз данных представлены в таблице 1 и на рисунке 1. 

Таблица 1 

Характеристики праймеров и зондов для детекции генов tetA, tetM, tetO 

Наименован

ие 
Последовательность 

Длина 

праймер

а, п.н. 

Tm, 

°C 
GC% 

Длин

а 

ампл

икона

, п.н. 

tetA-F CGGTCTTCTTCATCATGCAACT 22 62.9 45.5 

134 
tetA-Z 

ROX-

TTTCGGCGAGGATCGCTTTCACT-
23 68.1 52.2 

https://eu.idtdna.com/Primerquest/Home/Index


343 

 

BHQ2 

tetA-R GAGTGAATGCAGAATGCCAAATG 23 62.8 43.5 

tetM-F GGTACAACGAGGACGGATAATAC 23 61.9 47.8 

116 tetM-Z 

ROX–

ACGTCAGAGAGGAATTACAATTCAG

ACAG–BHQ2 

29 67.4 43.3 

tetM-R CCTGGCGTGTCTATGATGTT 20 61.9 50 

tetO-F GAGCGTAGATGAAGGCACAA 20 62.0 50 

133 tetO-Z 

FAM-

TCACTGCTGTCTGGATAGTGATTCCC-

BHQ1 

26 67.1 50 

tetO-R ATGGCCTGGCGTATCTATAATG 22 61.9 45.5 

 

tetА. 
 

 

tetM. 

 
 

tetO. 
 

Рисунок1– Множественное выравнивание последовательностей гена tetА, tetM и tetO. 

Последовательность праймеров tetA-R1, tetM-R1, tetO-R2 дана в виде «reverse-

complement» 

Выбранные комплекты праймеров и зондов не предназначены для 

выявления других генов устойчивости к терациклинам, например tet(B), (K), (L), 

(S), tet(38) и др. 

После оптимизации и подбора соотношений реактивов для постановки 

ПЦР в режиме «реального времени» использовали ДНК-полимеразу SynTaq, 

10х ПЦР-Буфер-Б, реагент «MgCl2» с концентрацией 25 ммоль/дм3, смесь 

дНТФ 25мМ (все ЗАО «Синтол»). Методика адаптирована для амплификаторов 

Rotor-Gene Q (Qiagen, Германия) и Rotor-Gene 6000 (Corbett Research, 

Австралия). При оптимизации режимов температура отжига всех 

олигонуклеотидов составила 62 °С. 

Для подтверждения специфичности использовали панель, содержащую 

ДНК, выделенную из различных чистых бактериальных культур 

исследовательской коллекции ФГБУ «ВГНКИ». В качестве контрольных 

использовали изоляты, которые охарактеризованы полногеномно, с указанием 

на присутствие или отсутствие каких-либо из таргетных генов: tetA, tetO, tetM, а 

также отсутствие или присутствие других генов из группы tet (таблица 2). 

Таблица 2 

Результаты амплификации фрагментов генов tetA, tetM, tetO, выделенных 

из чистых культур бактерий  
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№ 

пп 

Ожидаемый 

результат 

амплификации 

фрагментов генов 

Полученный результат 

амплификации фрагмента 

гена Наименование образца 

Повтор1 Повтор2 

1 – – – 
Salmonella enterica subsp. enterica, 

чувствительный к тетрациклинам 

2 tetA, tetM tetA, tetM tetA, tetM 

Salmonella enterica subsp. enterica 

serovar Infantis, резистентный к 

тетрациклинам, с генами tetA/tetR, 

tetM 

3 tetA tetA tetA 

Salmonella enterica subsp. enterica 

serovar Infantis, резистентный к 

тетрациклинам, 

с генами tetA/tetR, tetB 

4 tetA,  tetA tetA 

E.coli, резистентный к 

тетрациклинам, 

с генами tetA/tetR 

5 tetO tetO tetO 

Enterococcus faecalis, 

резистентный 

к тетрациклинам, с геном tetO 

6 tetМ tetМ. tetМ, 

Enterococcus faecium, 

резистентный 

к тетрациклинам, с геном tetМ 

7 tetМ tetМ tetМ, 

Enterococcus faecalis, 

резистентный 

к тетрациклинам, с геном tetМ 

8 tetМ tetМ, tetМ, 

Enterococcus faecalis, 

резистентный 

к тетрациклинам, с генами tetМ и 

tetL 

9 tetO, tetO tetO 

Campylobacter jejuni, 

резистентный 

к тетрациклинам, с геном tetO 

10 tetO, tetO tetO 
Campylobacter coli, резистентный 

к тетрациклинам, с геном tetO 

По результатам проведенного исследования получен патент на 

изобретение [1]. 

Заключение. Молекулярно-генетические методики, в частности на 

основе ПЦР в режиме реального времени, направленные на выявление генов, 

ассоциированных с резистентностью, характеризуются высокой 

чувствительностью и скоростью получения результатов, а также могут быть 

стандартизованы. Важной особенностью является отсутствие необходимости 

манипуляций с живыми бактериальными культурами, что способствует 

предотвращению распространения и циркуляции микроорганизмов внутри 

лабораторных учреждений. 

Преимуществом разработанной нами методики является экспресс-

выявление генов резистентности к антибиотикам, наиболее часто применяемых 

в ветеринарной практике. 
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Аннотация: В работе представлены данные корреляционной 
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питательной среды. Полученные данные могут быть использованы для 
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